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摘要: 利用选择性筛选培养基从所构建的深海沉积物宏基因组文库中筛选得到一株产蛋白酶的
克隆( CAPRO002) ，对其进行了酶学性质分析． 结果表明该酶的最适作用温度为 65℃，最适作用
pH 值为 9． 0． 该蛋白酶具有较好的热稳定性，在 40℃ 以下的温度中可长期保持稳定，在 50℃ 中
处理 6h 后仍能保持 60% 的活力，在 60℃下保温 30 min 后仍能保持约 60% 的活力． Ca2 +、Mg2 +、
Sr2 +、Co2 + 对该蛋白酶有明显的促进作用，而且 Ca2 + 的存在可明显提高该蛋白酶的热稳定性，
Ca2 +、Sr2 +、Co2 + 这 3 种离子均在 3． 0 mmol /dm3 浓度时具有最高的促进作用，当浓度高于 3． 0
mmol /dm3时，这 3 种离子对酶活力的促进作用减弱． Hg2 +、Fe3 +、Cu2 + 对酶有明显的抑制作用．
CAPRO2 蛋白酶在 pH 值为 7． 5 ～ 9． 5 时活力较高，pH 值为 7． 5 时可保持约 80% 的活力，pH 值
为 9． 5 时保持 60% 的活力，而在 pH 值高于 9． 5 的条件下酶活力下降较快，pH 值为 10． 0 时活力
降为约 15% ，表明 CAPRO2 属于碱性蛋白酶． 丝氨酸蛋白 酶 抑 制 剂 PMSF、E-64 和 AEBSF 对
CAPRO2 蛋白酶均无抑制作用，显示该酶不属于丝氨酸蛋白酶，而 EDTA 对酶有明显的抑制作
用，表明该酶属于金属蛋白酶．
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中温酶，它们在 30 ～ 50℃ 范围内活力最高． 而对于
工业应用来说，高温酶由于在高温下具有高的催化











号”第 19 航次 CM3MC04-1 站点( 19． 5°N，157． 4°E)
的东太平洋 5 378 m 水深的海底沉积物． 样品采集
后 － 20 ℃保存，带回实验室在无菌超净台内去除表
层后进行分装，转移至 － 80 ℃ 保存． 沉积物总 DNA
的提取采用原位裂解法［19］，通过脉冲凝胶电泳对所
提取的 DNA 进行检测，回收 35 ～ 40 kb 部分的 DNA
片段进行宏基因组文库构建． 宏基因组文库构建参
照试剂盒说明书进行［20］，所用的 SuperCos 1 Cosmid
Vector kit 和 Gigapack III XL Packaging Extract 购自
Stratagene 公司．
将宏基因组文库克隆涂布于筛选培养基 ( 含





将 CAPRO2 克隆接种于发酵培养基中 ( 含 1%
酪蛋白、1% NaCl、0． 5% 酵母膏、0． 01% 氨苄青霉
素) ，在 37°C 培养 24 h，发酵液于 4℃在 6 000 r /min
的转速下离心 15 min 后，去除上清，将细胞用浓度
为 0． 01 mol /dm3的缓血酸胺-盐酸( pH 值为 8． 0) 重
新悬浮，将悬浮液进行超声波破碎，条件为: 50 W、2
s、破碎，8 s 暂停，总处理时间约为 10 min． 细胞破碎
液于 4℃在 10 000 r /min 的转速下离心 10 min 后，
取上清液进行酶学性质分析．
蛋白酶 活 性 测 定 采 用 Folin 试 剂 显 色 法 进
行［21］． 以 1 cm3酶液在 30 ℃、pH 值为 8． 0 的条件下
每分钟水解酪蛋白产生 1 μg 酪氨酸所需的酶量定
义为一个酶活力单位( U) ．
以 1%的酪蛋白溶液作为测量蛋白酶活力的底
物溶液，分别在 30 ～ 80 ℃的温度范围内间隔 5℃测
定蛋白酶的活力，以分析温度对酶活力的影响．
分别以 pH 值为 6． 0 ～ 10． 5 的不同的磷酸钠缓
冲液( pH 值为 5． 0 ～ 8． 0) 、缓血酸胺-甘氨酸缓冲液
( pH 值为 8． 0 ～ 12． 0) 配制 1%的酪蛋白溶液作为测
量蛋白酶活力的底物溶液，在 65 ℃温度下测定蛋白
酶活力，以分析 pH 值对蛋白酶活力的影响．
将蛋白酶液在 30 ～ 80℃ 的范围内间隔 10℃ 的
温度下分别保温，在不同时间点取出测定剩余蛋白
酶活力的大小，以此分析蛋白酶的热稳定性．
在浓度为 0． 01 mol /dm3 的缓血酸胺-盐酸( pH
值为 8． 0) 缓冲液中加入各种金属离子( 终浓度为









度为 65℃ ( 图 1 ) ，在 70℃ 时能保持 60% 的剩余活
力，在 55℃时保持 44% 的剩余活力． 热稳定性实验
表明 CAPRO2 蛋白酶在 40℃ 以下的温度中保温后
活力上升 30% ～ 40%，且保温 25 h 后活力保持不
变，仍为原始活力的 130% ～ 140% ． 酶在 50℃ 下保
温 6 h 后，在 60℃下保温 30 min 后仍能保持约 60%
的活力，表现出良好的热稳定性． Ca2 + 对该酶的热稳
定性具有明显的促进作用． 在反应体系中含有 1
mmol / dm3的 Ca2 + 时，酶活力在 60℃下的半衰期由
约 45 min 提高到 3 h( 图 2 ) ，热稳定性得到显著的
提高．
图 1 温度对 CAPRO2 蛋白酶活力的影响
Fig． 1 Effect of temperature on the CAPRO2
protease activity
最适 pH 值实验结果( 图 3) 表明 CAPRO2 蛋白
酶在 pH 值为 8． 5 时活力最高，在 pH 值低于 8． 5 的
条件下( 6． 0 ～ 8． 5 ) 的活力较高，pH 值为 6． 0 时可
保持约 35%的活力，pH 值为 7． 5 时保持 80% 的活
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力． 而在 pH 值高于 9． 0 的条件下酶活力下降较快，
pH 值为 9． 5 时活力约为 60%，pH 值为 10． 0 时的活
力则下降致约为 15%，表明 CAPRO2 属于中性偏碱
蛋白酶．
金属离子对 CAPRO2 蛋白酶的影响实验结果
( 表 1) 表明，Ca2 +、Mg2 +、Sr2 +、Co2 + 对酶有明显的促
进作 用，Hg2 +、Fe3 +、Cu2 + 对 酶 有 抑 制 作 用，K +、
Na +、Li + 等离子对酶没有明显的作用． 进一步选取
能促进酶活力的 Ca2 +、Sr2 +、Co2 + 三种离子研究不
同金属离子浓度对酶活力的影响( 图 4) ，其中 Ca2 +
能够在较大浓度范围内促进酶活，在浓度为 1． 0 ～
5． 5 mmol /dm3 时可提高酶活力 50% 以上． 而 Sr2 +、
Co2 + 能够在较窄的浓度范围内促进酶活，Sr2 + 在浓
度为 3． 0 mmol /dm3时可提高酶活力 50%，Co2 + 在浓
度为 2． 0 ～ 3． 0 mmol /dm3时可提高酶活力约 40% ． 3
种离子均在 3． 0 mmol /dm3 浓度时具有最高的促进
作用，当浓度低于 3． 0 mmol /dm3 时，随着离子浓度
的增加促进作用加强，当浓度高于 3． 0 mmol /dm3
时，随着离子浓度的增加促进作用减弱．
表 1 各种金属离子对 CAPRO2 酶活力的影响
Tab． 1 Effect of metal ions on the CAPRO2 protease activity
金属离子 相对酶活力 /% 金属离子 相对酶活力 /%
空白 100 Li + 107
Sr2 + 114 Mg2 + 114
Fe3 + 73 Ca2 + 123
Rb + 106 Cu2 + 47
K + 102 Hg2 + 11
Na + 106 Zn2 + 100
Mn2 + 104 Fe2 + 91
Co2 + 125
注: 金属离子终浓度为 1 mmol /dm3
CAPRO2 蛋 白 酶 可 耐 受 35 mmol /dm3 浓 度 的
SDS 和 1 000 mmol /dm3 的脲( 表 2 ) ，而对盐酸胍较
为敏感． 巯基乙醇对酶活的抑制作用明显，表明二硫
键对酶保持其活性中心与底物的结合能力具有重要





Fig． 4 Effect of the concentration of ions on the
CAPRO2 protease activity
表 2 变性剂和蛋白酶抑制剂对 CAPRO2 酶活力的影响
Tab． 2 Effect of denaturant and protease inhibitors
on the CAPRO2 protease activity
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续表 2
项目 组分浓度 /mmol·dm －3 相对酶活力 /%
脲 1 000 109
5 000 64










蛋白酶不被 PMSF、E-64 和 AEBSF 等丝氨酸蛋白酶
抑制剂抑制，而对 EDTA 敏感，且该酶最适作用 pH
值为 8． 5，在 pH 值为 7． 0 ～ 9． 0 范围内保持较高的
活力，表明它属于碱性金属蛋白酶． 碱性蛋白酶需要
有金属 离 子 的 激 活，必 须 的 金 属 离 子 有 Mn2 +、
Mg2 +、Zn2 +、Co2 +、Fe2 + ，尤其是 Ca2 + 对碱性蛋白酶
有明显的稳定作用［22］． 本实验中 CAPRO2 蛋白酶的
性质与之一致，Co2 + 和 Ca2 + 对酶有明显的激活作
用，均可提高酶活力 50% 以上，而且 Ca2 + 的存在可
明显提高该蛋白酶的热稳定性．
大多数金属蛋白酶是 Zn2 + 金属蛋白酶，依据
Zn2 + 的结合位点可将金属蛋白酶分为 5 类［23］． 在本
实验中发现 Zn2 + 对 CAPRO2 蛋白酶的活性没有明
显影响，因此该酶并不同于绝大多数金属蛋白酶，活
性中心并不依赖于 Zn2 + ． Kim 等( 1995) 对大肠杆菌
中的一种细胞质金属内肽酶进行研究，发现 Co2 + 是
该酶的辅助因子［24］． 本实验中 Co2 + 和 Sr2 + 对酶活
具有明显的促进作用，因此推测 Co2 + 和 Sr2 + 是 CA-
PRO2 蛋白酶的一种辅助因子．




50℃下保温 6 h 后仍能保持约 60% 的活力，在 60℃
下保温 30 min 后也仍能保持约 60%的活力，表现出
良好的热稳定性，在工业上具有较好的应用价值．
该克隆子 CAPRO2 插入片段大小为 35 kb，已
经经过酶切图谱分析验证，符合预期构建此文库的
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Screening and characterization of a protease-producing clone
CAPRO2 from metagenomic library of deep sea sediments
XU Hui1，ZHAO Jing2，ZENG Run-ying1
( 1． Third Institute of Oceanography / Key lab of Marine Biogenetic Resources，SOA，Xiamen 361005，China;
2． College of Oceanography and Environmental Science，Xiamen University，Xiamen 361005，China)
Abstract: A protease-producing clone ( CAPRO2) was screened from metagenomic library of deep sea sediments u-
sing selective medium，and the characteristics of protease was studied． The results showed that the optimal temper-
ature and pH for CAPRO2 protease activity were 65℃ and 9． 0，respectively． The enzyme had excellent thermal
stability． It was stable at temperature below 40℃，and retained about 60% of residual activity after 6 hours incuba-
tion at 50℃ and 30 minutes incubation at 60℃ ． The presence of Ca2 + ，Mg2 + ，Sr2 + and Co2 + increased the activi-
ty obviously，and Ca2 + enhanced the thermal stability distinctly． Three ions，Ca2 + ，Sr2 + and Co2 + ，increased the
activity of the enzyme significantly at concentration of 3． 0 mmol /dm3，and the activity-increasing effect was weak
when the concentrations of these 3 ions were higher than 3． 0 mmol /dm3 ． The ions Hg2 + ，Fe3 + and Cu2 + inhibited
the enzyme activity notably． The CAPRO2 protease showed higher activity at pH 7． 5 ～ 9． 5，retaining 80% and
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60% of residual activity at pH 7． 5 and 9． 5，respectively． The residual activity decreased rapidly at pH higher than
9． 5 and reduced to about 15% at pH 10． 0． It indicates that the enzyme belongs to alkaline protease． The serine
protease inhibitors，PMSF，E-64 and AEBSF，showed no inhibition to the CAPRO2 enzyme activity，which indi-
cates that the enzyme was not serine protease． On the other hand，EDTA inhibited the enzyme activity strongly，in-
dicating that the enzyme belongs to metalloproteinase．
Key words: marine biology; deep sea sediment; metagenomic library; protease; thermal stability
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